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(57) Abstract 

The invention relates to a method for the electro- 
chemical detection of sequence-specific nucleic acid oligomer 
j hybridization events. To this end single DNA/RNA/PNA 
oligomer strands which at one end are covalently joined to 
a support surface and at the other, free end, covalently linked 
to a redox pair, are used as hybridization matrix (probe). As 
a result of treatment with the olignucleotide solution (target) 
i to be examined, the electric communication between the con- 
i ductive support surface and the redox pair bridged by the sin- 
gle-strand oligonucleotide, which communication initially is 
either absent or very weak, is modified. In case of hybridiza- 
tion, electric communication between the surface support and 
the redox pair, which is now bridged by a hybridized dou- 
ble-strand oligonucleotide, is increased. This permits the de- 
tection of a hybridization event by electrochemical methods 
such as cyclic voltametry, amperometry or conductivity mea- 
surement. 
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(57) Zusammenfassung 

Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren zur 
elektrochemischen Detektion von sequenzspezifischen Nuk- 

I SJSSSJSS^SS^SS^e. Sfrtlt-. End. «tf cine, — 

i die Voltametrie, Amperometrie oder Leitfahigkeitsmessung ermSglicht 
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Verfanren zur eieMroCemiscnen De.eK.ion von ^.ns^oH^e^rtden 

Technisches Gebiet 

Oligomer-Hybridisierungsereignissen: 

Stand der Technik 

nNA and RNA z. B. in der Krankheitsdiagnose, bei 

verwendet. 

ar veranscnauiicnung des wiCrtgsJen , ge,^ ~ 
op«8CherDe tek Hon(San g er-Verfah re n)«t.nF^.bjn^J9 ^ ^ 

darges.ei,.. Bei dem Sanger-Vedahren ** erne DNA en**. verschiedener 

AnsaUe au.ge.eW und der Pnmer ^J^Z^ ^^ Wie in Fi9 " r 1b 
Wei,en«nge en^erenden —^^toTw-Tdphospha. der Basen A 
dargestellt wird zu jedem Ansatz Desoxyrioon und 

( AdL,, T (Tnynin,. C^-*^ ^TJ^rne, durcn PNA- 
dGTP, gegeben, um den Etnzelsteang. au g den vler 

Poiymerase . enzyma.isch zu "*^J££L* senDgend 
Desox,dbonuc.eos.d-Tnphosph^ 

dee 2',3'-Didesoxyanalogons < F ^ r J a) * um die Rep.ika.ion an 

Stopbase (je eine der 4 mSglichen Stoppbaeen £o d9r vier Ansfitte 

Fluoreszenzfarbstoffen wie z. d. Ldsung des Farbstoffs 

rrrsrrrr rrzs— « - - 
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aniagern und kann deshalb zum Naohweis hybdd.sier.er DNA Oder RNA venvendet 



Be, der radioaktiven Markierung wird *P in das Phosphatgerust dar Oligonuklaotida 

a dlTlT T 8h * h am *«* Poiynukiao^ e 

ullZ k 6 ° NA a "*"lie0end « J«* ainem dar viar 

Nuklaobdtypan bevorzugt gaspaltan und zwar untar definierten Badingungan so da* 

ZZZtTTT 6ine SPa " Un9 erf °' 9t °" n * liS9e " im "-klionsgamisoh 
PosZ ZTT" Sen,VP Kett9n Wr ' dfe Sich VOn der Markierung bis zur 
Posmon d,asar Basa erstracken (bei mahrfacham Auftratan dar Basa erhalt man 

a e ntrf K f e " Langa). Dia viar FragmentgemiscHe warden 

an chkaaand au, viar Bahnengei-elek.rophore.iseh aufgetrennt Danach wird Z 

IVan ka"r ° 9,amm " * «"*"»' al ^«n 

Vor einigen Jahran wurda ain weiteres, auf optisoher (odar autoradiographischert 
Datek„on baruhendas Verfahren zur DNA-Sequenzierung antwioka, , n^ ch die 

,1989 rrz t ° ,is r erhybrwisie ~ n9 ** - * »»>— « 

(1989), S. 114-128 Oder Bams et al.. Theor. Biol. 135 (1988) S 3 m ,r,7, n ' 

(tr ^ hre ". WW V0 " S,andi9er SatZ k — Ol JnuSe i£2E£ 
(Sonden-O^onukieotkle). z. B. aiie 65 536 mbgiiehen Kombinationen der Basen 7 

Anbldul T ^'^"-O^mers auf ain Tragermateria, gebunden Dfe 

^Tir^' n T em 9eordne,en Raster aus 65 536 Te «*^ -° 

jewels e,ne groBere Menge emer OligonukleoHd-Kombination ein Test Site 
ZZLZZ^, :° Sm0n i6der einZe,ne " TaSt - Site (Oligonu W eo«d" mil .ton 

Durch ZZT T <e ' nem 0ktamer) S6iner ei S ene " Se <""^ entspricht 
hybndis"! T S D NaT aU ' 0radi0 "^> ^on der Bindungspos«ion des 
nybnd, s ,erten DNA-Fragments weraen damit alle im Fragment vorhandenen 

(0kteme ^— ) ~ ■ Aufgrand der oCa ppu n 

to^JfTTT™ k3nn DUrch 9eei9nete ^emaasohe 
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ft _ Hpr DNA-Fraqmente verzichtet werden. Beispielhaft 

m it mehreren Nachteilen verbunden. w» z- ■ radlo aktiven 
vorgeschriebene Sicherheitsvorkehrungen Mm ~ Aufl6sun9Sven ^ gen 
Malallen. die Stranlenbelastung. das begrenzte mum *» 9 ^ 
^ rfrt(W 8^»«-»«*" Tage) auf e ,nen 
ladtoakUven Fragments ^^"^e Au osung durch zusa«z«che Hard- 
ROntgenfilmeinwirKt. Es ™"™2ZTZ* ^"erltdung von p-Scannem 

Dis Huoreszenrfarbstotte. die f^^?^^^ 
warden, slnd zum Teil (z. B. Ethidwrnbrnm^ T^ihertneitsvorKehrungen. .n fast 
Anwendung der Autoradiographie, entsprecne 

r^hrauch von einern 

a»en Fallen erfordert die Verwendung <**~»£ l £^ und ent spreehende 
Oder mehreren Uasersystemen und somrt g^WM Perso 
S^eme— rungen. e,gen^e D ^ ^ bei 

zusatzliche Hardware, vwe z. B. opteche >» sanger-Verfahren. ein 

verscbfcdenen Anregungs- und Af^^^J J und de , 

Kontrollsystem. Abhangig von den benOfgten lnves «tlonskosten 

(Charge Coupled Device Kameras) benotigt werden. 

rs^-^^ - sind ,m a " 9eme,nen 

transportable Systeme verfiigbar. 

Darstellung der Erfindung 

Nachteile des Standes der Technik nicht aufwelsen. 
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Diese Aufgabe wird erfindungsgemafc durch da* mow*™ - ™- 

unabhangigem Patentanspnlch 1 durch das ^ °" 90 " ukteo,id «"« 

modifeiartan Oligonukleotids aamak 31 *" Heratellun 9 eines 

atektrochemischer, Detektion von Oliooma* h h das Verfahren zur 
unabhangigam Patantanspnl 27 gala S" 90 " 16 ^"*— ^nissan gema K 

SgSSZuS" V ° riie9enden E * dUn9 dte und 



Genetik 



DNA 


Desoxyribonukleinsaure 


RNA 


Ribonukleinsaure 


PNA 
A 


Peptidnukleinsaure (synthetische DNA oder RNA, bei der die 
Zucker-Phosphat Einheit durch eine Aminosaure ersetzt ist. Bei 

Ersatz der Zucker-Phosnhat F.nho.t ^,,^u ^ 

IU5> ^ nax tinneit durch die -NH-(CH ) - 

N(COCH 2 -Base)-CH 2 CO- Einheit hybridisiert PNA mit DNA). 
Adenin 


G 


Guanin 


C 


Cytosin 


T 


Thymin 


Base 


A, G, T, oder C 


Bp 


Basenpaar 


Nukleinsaure 

( 


wenigstens zwei kovalent verbundene Nukleotide oder 
vven.gstens zwei kovalent verbundene Pyrimidin- (z. B. Cytosin 
Thymin oder Uracil) oder Purin-Basen <z. B. Adenin oder 
Guan.n). Der Begriff Nukleinsaure bezieht sich auf ein 
beliebiges "RDckgrat" der kovalent verbundenen Pyrimidin- oder 

ZT' B ZT ^ ^ B - 3Uf daS 2uck ^-Phosphat RQckgrat der 
DNA, cDNA oder RNA, auf ein Peptid-Ruckgrat der PNA oder 
auf analoge Strukturen (z. B. Phosphoramid-. Thio-Phosphat- 
xler Dith.o-Phosphat-Ruckgrat). Wesentliches Merkmal einer 
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Nukleinsaure- 
Oligomer 



Oligomer 
Oligonukleotid 



Oligo 
dATP 



dGTP 



dCTP 



dTTP 



Primer 



Mismatch 
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iNukleinsaure im Sinne der vorliegenden Erfindung ist, dali sie 
natQriich vorkommende cDNA oder RNA sequenzspezrfisch 
binden kann. 

Nukleinsaure nicht naher spezifizierter Basenlange (z. B. 
Nukleinsaure-Oktamer: eine Nukleinsaure mit belieb.gem 
Ruckgrat, bei dem 8 Pyrimidin- oder Purin-Basen -kovalent 
aneinander gebunden sind). 
Aquivalent zu Nukleinsaure-OIigomer. 

Aquivalent zu Oligomer oder Nukleinsaure-OIigomer, also z. B. 
|ein DMA. PNA oder RNA Fragment nicht naher spez.fiz.ener 
I Basenlange. , . 

AbkQrzung fiir Oligonukleotid. 

loesoxyribonucleosid-Triphosphat des A (DNA-Einheit mit der 
Base A und zwei weiteren Phosphaten zum Aufbau e.nes 
jlangeren DNA-Fragments bzw. eines OI.gonukleot.ds). 
iDesoxyribonucleosid-Triphosphat des G (DNA-Einheit mit der 
Base G und zwei weiteren Phosphaten zum Aufbau e.nes 
langeren DNA-Fragments bzw. eines Oligonukleotids). 
Desoxyribonucleosid-Triphosphat des C (DNA-Einheit mit der 
Base C und zwei weiteren Phosphaten zum Aufbau e.nes 
jlangeren DNA-Fragments bzw. eines Oligonukleotids). 
loesoxyribonucleosid-Triphosphat des T (DNA-Einheit mit der 
Base T und zwei weiteren Phosphaten zum Aufbau e.nes 
I langeren DNA-Fragments bzw. eines Oligonukleotids). 
Istart-Komplementar-Fragment eines Oligonukleotids. wobei die 
Basenlange des Primers nur ca. 4-8 Basen betragt D.ent als 
Ansatzpunkt fOr die enzymatische Repl.kat.on des 
Oligonukleotids. 

Zur Ausbildung der Watson Crick Struktur doppelstrangiger 
Oligonukleotide hybridisieren die beiden Einzelstrange derart 
daa die Base A (bzw. C) des einen Strangs mit der Base T 
(bzw G) des anderen Strangs Wasserstoffbrucken ausb.ldet 
bei RNA ist T durch Uracil ersetzt). Jede andere Basenpaamng 
bildet keine WasserstoffbrOcken aus, verzerrt die Struktur und 
wird als ..Mismatch" bezeichnet. 
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ds 
ss 



double strand (Doppelstrang) 
single strand (Einzelstrang) 



Chemische Substanzen/Gruppen 



Redox 
Alkyl 



Alkenyl 
Alkinyl 

Hetero-Alkyl 

Hetero-Alkenyl 

Hetero-Alkinyl 



beliebiger, nicht naher spezifizierter organischer Rest als Substituent 
oder Seitenkette. 

redoxaktive Substanz 

Der Begriff "Alkyl" bezeichnet ein gesattigtes 
Kohlenwasserstoffradikal, das geradkettig oder verzweigt ist (z.B. 
Ethyl, Isopropyl oder 2,5-Dimethylhexyl etc.). Wenn "Alkyl" benutzt 
wird, urn auf einen Linker oder Spacer zu verweisen, bezeichnet der 
Begriff eine Gruppe mit zwei verfugbaren Valenzen fur die kovalente 
Verkniipfung (z. B. -CH 2 CH 2 -, -CH 2 CH 2 CH 2 - oder 
-CH 2 C(CH 3 ) 2 CH 2 CH 2 C(CH 3 ) 2 CH 2 - etc.). Bevorzugte Alkylgruppen als 
Substrtuenten oder Seitenketten R sind solche der Kettenlange 1-30 
(langste durchgehende Kette von aneinandergebundenen Atomen) 
Bevorzugte Alkylgruppen als Linker oder Spacer sind solche der 
Kettenlange 1-20, insbesondere der Kettenlange 1-14, wobei die 
Kettenlange die kiirzeste durchgehende Verbindung zwischen 
den Linker oder Spacer verbundenen Strukturen darstellt. 
Alkylgruppen bei denen eine oder mehrere der C-C 
Einfachbindungen durch C=C Doppelbindungen ersetzt sind. 
Alkyl- oder Alkenylgruppen bei denen eine oder mehrere der 
C-C Einfach- oder C=C Doppelbindungen durch C^C 
Dreifachbindungen ersetzt sind. 

Alkylgruppen bei denen eine oder mehrere der C-H Bindungen 
oder C-C Einfachbindungen durch C-N, C=N, C-P, C=P, C-O, 
C=0, C-S oder C=S Bindungen ersetzt sind. 

Alkenylgruppen bei denen eine oder mehrere C-H Bindungen, 
C-C Einfach- oder C=C Doppelbindungen durch C-N, C=N, C-P, 
C=P, C-O, C=0, C-S oder C=S Bindungen ersetzt sind. 
Alkinylgruppen bei denen eine oder mehrere der C-H 
Bindungen, C-C Einfach-, C=C Doppel- oder C-C 
Dreifachbindung durch C-N, C=N, C-P, C=P, C-O, C=0, C-S 
oder C=S Bindungen ersetzt sind. 
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Linker 



molekulare Verbindung zwischen zwei Molekulen bzw. zwischen 
einem Oberflachenatom, Oberflachenmolekul Oder einer 
Oberflachenmolekulgruppe und einem anderen Molekul. In der 
Regel sind Linker als Alkyl-, Alkenyl-, Alkinyl-, Hetero-Alkyl-, 
Hetero-Alkenyl- oder Heteroalkinylkette kauflich zu erwerben, 
wobei die Kette an zwei Stellen mit (gleichen oder 
verschiedenen) reaktiven Gruppen derivatisiert ist. D.ese 
Gruppen bilden in einfachen/bekannten chemischen Reakt.onen 
mit den entsprechenden Reaktionspartner eine kovalente 
chemische Bindung aus. Die reaktiven Gruppen kbnnen auch 
photoaktivierbar sein, d. h. die reaktiven Gruppen werden erst 
durch Licht bestimmter oder beliebiger Wellenlange akt.v.ert. 
Bevorzugte Linker sind solche der Kettenlange 1 - 20, 
insbesondere der Kettenlange 1 - 14, wobei die Kettenlange h.er 
die kurzeste durchgehende Verbindung zwischen den zu 
verbindenden Strukturen, also zwischen den zwei Molekulen 
bzw. zwischen einem Oberflachenatom, Oberflachenmolekul 
oder einer Oberflachenmolekulgruppe und einem anderen 
j Molekul, darstellt. 

Snacer Linker, der uber die reaktiven Gruppen an eine oder beide der 

1 zu verbindenden Strukturen (siehe Linker) kovalent angebunden 
ist Bevorzugte Spacer sind solche der Kettenlange 1 - 20, 
insbesondere der Kettenlange 1 - 14. wobei die Kettenlange d.e 
kurzeste durchgehende Verbindung zwischen den zu 
verbindenden Strukturen darstellt. 
(n x HS-Spacer^lNukleinsaure-Oligomer, an das n Thiolfunktionen uber jewei.s 
oliao einen Spacer angebunden sind, wobei die Spacer jewe.ls erne 

' unterschiedliche Kettenlange (kurzeste durchgehende 
Verbindung zwischen Thiolfunktion und Nukleinsaure-Oligomer) 
aufweisen kSnnen, insbesondere jeweils eine bel.eb.ge 
Kettenlange zwischen 1 und 14. Diese Spacer ^kOnnen 
wiederum an verschiedene naturiich am Nukleinsaure-Ol.gomer 
vorhandene oder an diesem durch Modifikation angebrachte 
reaktive Gruppen gebunden sein und "n» ist eine belieb.ge 
ganze Zahl, insbesondere eine Zahl zwischen 1 und 20. 
(n x R-S-S-l Nukleinsaure-Oligomer. an das n Disulfidfunktionen uber |ewei.s 
SpacerW einen Spacer angebunden sind. wobei ein bel.eb.ger Rest R d.e 

SpacerH>l.go ktjon absattjgt . Der spacer zur Anb.ndung der 
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# 



oligo-Spacer-S-S- 
Spacer-oligo 



PQQ 

TEATFB 

sulfo-NHS 

EDC 

HEPES 

Tris 

EDTA 

Cystamin 
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Disulfidfunktion an das Nukleinsaure-Oligomer kann jeweils eine 
unterschiedliche Kettenlange (kiirzeste durchgehende 
Verbindung zwischen Disulfidfunktion und Nukleinsaure- 
Oligomer) aufweisen, insbesondere jeweils eine beliebige 
Kettenlange zwischen 1 und 14. Diese Spacer konnen 
wiederum an verschiedene naturlich am Nukleinsaure-Oligomer 
vorhandene oder an diesem durch Modifikation angebrachte 
reaktive Gruppen gebunden sein. Der Platzhalter "n" ist eine 
beliebige ganze Zahl, insbesondere eine Zahl zwischen 1 und 20. 

zwei gleiche oder verschiedene Nukleinsaure-Oligomere, die 
uber eine Disulfid-Brticke miteinander verbunden sind, wobei 
die Disulfidbrticke uber zwei beliebige Spacer an die 
Nukleinsaure-Oligomere angebunden ist und die beiden Spacer 
eine unterschiedliche Kettenlange (kurzeste durchgehende 
Verbindung zwischen Disulfidbrucke und dem jeweiligen 
Nukleinsaure-Oligomer) aufweisen konnen, insbesondere 
jeweils eine beliebige Kettenlange zwischen 1 und 14 und diese 
Spacer wiederum an verschiedene naturlich am Nukleinsaure- 
Oligomer vorhandene oder an diese durch Modifikation 
angebrachte reaktive Gruppen gebunden sein konnen. 

Pyrrolo-Chinolino-Chinon, entspricht: 4,5-Dihydro-4,5-dioxo-1H- 
pyrrolo-p.S-q-chinolin^.Z.Q-tricarboxylsaure) 

Tetraethylammonium-tetrafluoroborat 

N-Hydroxysulfosuccinimid 

(3-Dimethylaminopropyl)-carbodiimid 

N-p-Hydroxyethyljpiperazin-N'-p-ethansulfonsaure] 

Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan 

Ethylendiamin-Tetraacetat (Natriumsalz) 

(H 2 N-CH 2 -CH 2 -S-)2 



modifizierte Oberflachen/Elektroden 



Mica 


Muskovit-Plattchen, 


Tragermaterial zum Aufbringen dunner 




Schichten. 






Au-S-ss-oligo-PQQ 


Gold-Film auf 


Mica 


mit kovaient aufgebrachter Monolayer aus 




derivatisiertem 


12Bp Einzelstrang Oligonukleotid (Sequenz: 
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Au-S-ds-oligo-PQQ 



TAGTCGGAAGCA). Hierbei ist die endstandigen Phosphatgruppe 
des Oligonukleotids am 3' Ende mit (HO-(CH 2 ) 2 -S) 2 zum P-O- 
(CH 2 )2-S-S-(CH 2 )2-OH verestert, wobei die S-S Bindung 
homolytisch gespalten wird und je eine Au-S-R Bindung bewirkt. 
Die endstandige Base Thymin am 5'- Ende des Oligonukleotids ist 
am C-5 Kohlenstoff mit -CH=CH-CO-NH-CH 2 -CH 2 -NH 2 modifiziert 
und dieser Rest wiederum ist uber seine freie Aminogaippe durch 
Amidbildung mit einer Carbonsauregruppe des PQQ verbunden. 

Au-S-ss-oligo-PQQ, welches mit dem zu ss-oligo (Sequenz: 
TAGTCGGAAGCA) komplementaren Oligonukleotid hybridisiert 
vorliegt. 



Elektrochemie 



E 



Cyclovoltametrie 



Amperometrie 



Elektrodenpotential, das an der Arbeitselektrode anliegt. 

Halbstufenpotential, Potential in der Mitte zwischen den Strom- 
Maxima fur Oxidation und Reduktion einer in der Cyclovoltametrie 
reversiblen Elektrooxidation Oder -reduktion. 
Stromdichte (Strom pro cm 2 Elektrodenoberflache) 
Aufzeichnung einer Strom/Spannungskurve. Hierbei wird das 
>otential einer stationaren Arbeitselektrode zeitabhangig linear 
verandert, ausgehend von einem Potential bei dem keine 
Elektrooxidation oder -reduktion stattfindet bis zu einem Potential bei 
dem eine geloste Oder an die Elektrode adsorbierte Spezies oxidiert 
Oder reduziert wird (also Strom flieBt). Nach Durchlaufen des 
Oxidations- bzw. Reduktionsvorgangs, der in der 
Strom/Spannungskurve einen zunachst ansteigenden Strom und 
nach Erreichen eines Maximums einen allmahlich abfallenden Strom 
erzeugt, wird die Richtung des Potentialvorschubs umgekehrt. Im 
Riicklauf wircl dann das Verhalten der Produkte der Elektrooxidation 
oder -reduktion aufgezeichnet 

Aufzeichnung einer Strom/Zeitkurve. Hierbei wird das Potential 
einer stationaren Arbeitselektrode z. B. durch einen 
Potentialsprung auf ein Potential gesetzt, bei dem die 
Elektrooxidation oder -reduktion einer gelosten oder 
adsorbierten Spezies stattfindet und der fliefiende Strom wird in 
Abhangigkeit von der Zeit aufgezeichnet. 
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Die vorliegende Erfindung betrifft ein Nukleinsaure-Oligomer, das durch chemische 
Anbindung einer redoxaktiven Substanz modifiziert ist. Als Nukleinsaure-Oligomer 
wird im Rahmen der vorliegenden Erfindung eine Verbindung aus wenigstens zwei 
kovalent verbundenen Nukleotiden oder aus wenigstens zwei kovalent verbundenen 
Pyrimidin- (z. B. Cytosin, Thymin oder Uracil) oder Purin-Basen (z. B. Adenin oder 
Guanin), bevorzugt ein DNA-, RNA- oder PNA-Fragment, verwendet. In der 
vorliegenden Erfindung bezieht sich der Begriff Nukleinsaure auf ein beliebiges 
"Ruckgrat" der kovalent verbundenen Pyrimidin- oder Purin-Basen, wie z. B. auf das 
Zucker-Phosphat Ruckgrat der DNA, cDNA oder RNA,. auf ein Peptid-Ruckgrat der 
PNA oder auf analoge Ruckgrat-Strukturen, wie z. B. ein Thio-Phosphat-, ein Dithio- 
Phosphat- oder ein Phosphoramid-Ruckgrat. Wesentliches Merkmal einer 
Nukleinsaure im Sinne der vorliegenden Erfindung ist, daft sie naturlich 
vorkommende cDNA Oder RNA sequenzspezifisch binden kann. Altemativ zu dem 
Begriff "Nukleinsaure-Oligomer" werden die Begriffe "(Sonden-) Oligonukleotid", 
"Nukleinsaure" oder "Oligomer" verwendet. 

Die redoxaktive Substanz ist bei einem Potential <p selektiv oxidierbar und 
reduzierbar, wobei <p der Bedingung 2,0 V > <p > - 2,0 V geniigt. Das Potential bezieht 
sich hierbei auf die freie, unmodifizierte, redoxaktive Substanz in einem geeigneten 
Ldsungsmittel, gemessen gegen Normalwasserstoffelektrode. Im Rahmen der 
vorliegenden Erfindung ist der Potentialbereich 1,7 V > <p > - 1.7 V bevorzugt, wobei 
der Bereich 1,4V><p>-1,2V besonders bevorzugt ist und der Bereich 0,9 V > <p > 
- 0,7 V, in dem die redoxaktive Substanz des Anwendungsbeispiels reduziert und 
reoxidiert wird, ganz besonders bevorzugt ist. Daneben betrifft die vorliegende 
Erfindung eine leitfahige Oberflache, an die direkt oder indirekt (uber einen Spacer) 
ein Nukleinsaure-Oligomer mit angebundener redoxaktiver Substanz chemisch 
gebunden ist. Aufterdem betrifft die vorliegende Erfindung ein Verfahren zur 
Herstellung einer modifizierten leitfahigen Oberflache, wobei ein modifiziertes 
Nukleinsaure-Oligomer auf eine leitfahige Oberflache aufgebracht wird. Gemaft 
einem weiteren Aspekt betrifft die vorliegende Erfindung ein Verfahren, das die 
elektrochemische Detektidn molekularer Strukturen, insbesondere die 
elektrochemische Detektion von DNA-/RNA-/PNA- Fragmenten in einer 
ProbenlSsung durch sequenzspezifische Nukleinsaure-Oligomer-Hybridisierung 
ermoglicht. Die Detektion der Hybridisierungsereignisse durch elektrische Signale ist 
eine einfache und kostengunstige Methode und ermoglicht in einer 
batteriebetriebenen Variante eines Sequenziergerats den Einsatz vor Ort. 
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Bindung einer redoxaktiven Substanz an ein Nukleinsaure-Oligomer 

Voraussetzung fur das erfindungsgema&e Verfahren ist die Bindung einer 
redoxaktiven Substanz an ein Nukleinsaure-Oligomer. Erfindungsgemali kann dazu 
jede redoxaktive Substanz verwendet werden, solange sie bei einem Potential (p, das 
der Bedingung 2,0 V 2: 9 £ - 2,0 V genugt, selektiv oxidierbar und reduzierbar ist. 
Das Potential bezieht sich hierbei auf die freie, unmodifizierte, redoxaktive Substanz 
in einem geeigneten L6sungsmittel, gemessen gegen Normal wasserstoffelektrode. 
Im Rahmen der vorliegenden Erfindung ist der Potentialbereich 1,7 V > <p £ - 1.7 V 
bevorzugt, wobei der Bereich 1,4 V > 9 > - 1,2 V besonders bevorzugt ist und der 
Bereich 0,9 V > 9 > - 0,7 V , in dem die redoxaktive Substanz des 
Anwendungsbeispiels reduziert und reoxidiert wird, ganz besonders bevorzugt ist. 
Unter dem Begriff "selektiv oxidierbar und reduzierbar wird im Rahmen der 
vorliegenden Erfindung eine Redoxreaktion, also Abgabe oder Aufnahme eines 
Elektrons, verstanden, welche selektiv am Ort der redoxaktiven Substanz stattfindet. 
Durch das angelegte Potential wird also letztendlich kein anderer Teil des 
Nukleinsaure-Oligomers reduziert oder oxidiert, sondern ausschlielilich die an das 
Nukleinsaure-Oligomer gebundene redoxaktive Substanz. 

Unter redoxaktiver Substanz wird erfindungsgemali jedes beliebige Molekul 
verstanden, daft im elektrochemisch zuganglichen Potentialbereich der jeweiligen 
Trageroberflache (Eiektrode) durch Anlegen einer aulieren Spannung an dieser 
Elektrode elektrooxidiert/-reduziert werden kann. Neben Oblichen organischen und 
anorganischen redoxaktiven Substanzen wie z. B. Hexacyanoferraten, Ferrocenen, 
Acridinen oder Phtalocyaninen eignen sich zur Anbindung an das Sonden- 
Oligonukleotid insbesondere redoxaktive Farbstoffe wie z. B. (Metallo-) Porphyrine 
der allgemeinen Formel 1 , (Metallo-) Chlorophylle der allgemeinen Formel 2 oder 
(Metallo-) Bakteriochlorophylle der allgemeinen Formel 3, (farbige) natQrlich 
vorkommende Oxidations-Agentien wie z. B. Ravine der allgemeinen Formel 4, 
Pyridin-Nukleotide der allgemeinen Formel 5 oder Pyrrolo-Chinolin-Chinone (PQQ) 
der allgemeinen Formel 6 oder sonstige Chinone wie z. B 1 ,4-Benzochinone der 
allgemeinen Formel 7, 1 ,2-Benzochinone der allgemeinen Formel 8, 1,4- 
Naphtochinone der allgemeinen Formel 9, 1 ,2-Naphtochinone der allgemeinen 
Formel 10 oder 9,10-Anthrachinone der allgemeinen Formel 1 1 . 




Forme! 3 



M = 2H, Mg, Zn, Cu, Ni f Pd, Co, Cd, Mn, Fe, Sn, Pt etc.; R, bis R 12 sind unabhangig 
voneinander H oder beliebige AlkyI-, Alkenyl-, Alkinyl-, Heteroalkyl-, Heteroalkenyl- oder 
Heteroalkinyl-Substituenten. 
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Formel 4 Formet 5 




Formel 8 Formel 9 



R, O R, O R 8 




Formel 10 Formel 1 1 

bis R 8 sind unabhSngig voneinander H oder beliebige Alkyl-, Alkenyl-, Alkinyh 
Heteroalkyh Heteroalkenyl- oder Heteroalkinyl-Substituenten. 
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Erfindungsgemafi wird eine redoxaktive Substanz an ein Oligonukleotid kovalent 
durch die Reaktion des Oligonukleotids mit der redoxaktiven Substanz gebunden. 
Diese Bindung kann auf drei verschiedene Arten durchgefiihrt werden: 

a) Als reaktive Gruppe zur Bindungsbildung am Nukleinsaure-Oligomer wird eine 
freie Phosphorsaure-, Zucker-C-3-Hydroxy-, Carbonsaure- oder Amin-Gruppe des 
Oligonukleotid-RQckgrats, insbesondere eine Gruppe an einem der beiden Enden 
des Oligonukleotid-RQckgrats, verwendet. Die freien, endstandigen Phosphorsaure-, 
Zucker-C-3-Hydroxy-, Carbonsaure- oder Amin-Gruppen weisen eine erhohte 
Reaktivitat auf und gehen daher leicht typische Reaktionen wie z. B. Amidbildung mit 
(primaren oder sekundaren) Aminogruppen bzw. mit Sauregruppen, Esterbildung mit 
(primaren, sekundaren oder tertiaren) Alkoholen bzw. mit Sauregruppen, 
Thioesterbildung mit (primaren, sekundaren oder tertiaren) Thio-Alkoholen bzw. mit 
Sauregruppen oder die Kondensation von Amin und Aldehyd mit anschlie&ender 
Reduktion der entstandenen CH=N Bindung zur CH 2 -NH Bindung ein. Die zur 
kovalenten Anbindung der redoxaktiven Substanz notige Kopplungsgruppe (Saure-, 
Amin-, Alkohol-, Thioalkohol- oder Aldehydfunktion) ist entweder naturlicherweise an 
der redoxaktiven Substanz vorhanden oder wird durch chemische Modifikation der 
redoxaktiven Substanz erhalten. 

b) Das Nukleinsaure-Oligomer ist uber einen kovalent angebundenen Molekulteil 
(Spacer) beliebiger Zusammensetzung und Kettenlange (kQrzeste durchgehende 
Verbindung zwischen den zu verbindenden Strukturen darstellt), insbesondere der 
Kettenlange 1 bis 14, am Oligonukleotid-Riickgrat bzw. an einer Base mit einer 
reaktiven Gruppe modifiziert. Die Modifikation erfolgt bevorzugt an einem der Enden 
des Oligonukleotid-RQckgrats bzw. an einer terminalen Base. Als Spacer kann z.B. 
ein Alkyh Alkenyl-, Alkinyl-, Heteroalkyl-, Heteroalkenyl- oder 
Heteroalkinylsubstituent verwendet werden. Mogliche einfache Reaktionen zur 
Ausbildung der kovalenten Bindung zwischen redoxaktiver Substanz und des so 
modifizierten Nukleinsaure-Oligomers sind wie unter a) beschrieben, die Amidbildung 
aus Saure- und Amino-Gruppe, die Esterbildung aus Saure- und Alkohol-Gruppe, die 
Thioesterbildung aus Saure- und Thio-Alkohol-Gruppe oder die Kondensation von 
Aldehyd und Amin mit anschlieftender Reduktion der entstandenen CH=N Bindung 
zur CH 2 -NH Bindung. 

Gemali einer bevorzugten Ausfuhrungsform ist das Nukleinsaure-Oligomer durch 
eine redoxaktive Substanz modifiziert, die Bereiche mit einem uberwiegend 
planaren, in einer Ebene ausgedehnten p-n-Orbital-System aufweist, wie z. B. das 
PQQ des Beispiels 1 oder die Chinone der Formel 5 oder 7-12 oder die porphinoiden 
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Strukturen der Formeln 1-4 bzw. die Pyridin-Nukleotide der allgemeinen Formel 6 
bzw. Derivate dieser redoxaktiven Substanzen. In diesem Fall kann der Spacer, Qber 
den die redoxaktive Substanz an das Nukleinsaure-Oligomer gebunden ist, so 
gewahlt werden, dafi sich die Ebene der n-Orbitale der redoxaktiven Substanz 
parallel zu den p-n-Orbitalen der an die redoxaktive Substanz angrenzenden Basen 
des Nukleinsaure-Oligomers anordnen kann. Diese raumliche Anordnung von 
redoxaktiver Substanz mit teilweise planarem in einer Ebene ausgedehnten p-n- 
Orbitalen erweist sich als besonders gunstig. 

c) Bei der Synthese des Nukleinsaure-Oligomers wird eine terminate Base durch die 
redoxaktive Substanz ersetzt. 

ErfindungsgemSIJ kann die Bindung der redoxaktiven Substanz an das 
Oligonukleotid wie unter a) und b) beschrieben vor oder nach der Bindung des 
Oligonukleotids an die leitfahige Oberflache erfolgen. Die Anbindung der 
redoxaktiven Substanz an das auf der leitfahigen Oberflache gebundene 
Oligonukleotid erfolgt dann ebenfalls wie unter a) und b) beschrieben. 

Bei mehreren verschiedenen Oligonukleotid-Kombinationen (Test-Sites) auf einer 
gemeinsamen Oberflache ist es vorteilhaft, die (kovalente) Anbindung der 
redoxaktiven Substanz an die Sonden-Oligonukleotide durch geelgnete Wahl der 
reaktiven Gruppe an den freien Sonden-Oligonukleotidenden der verschiedenen 
Test-Sites fur die gesamte Oberflache zu vereinheitlichen. 



Die leitfahige Oberflache 

Unter dem Begriff "leitfahige Oberflache" wird erfindungsgemafi jeder Trager mit 
einer elektrisch leitfahigen Oberflache beliebiger Dicke verstanden, insbesondere 
Oberflachen aus Platin, Palladium, Gold, Cadmium, Quecksilber, Nickel, Zink, 
Kohlenstoff, Silber, Kupfer, Eisen, Blei, Aluminium und Mangan. Im Rahmen der 
vorliegenden Erfindung werden die Begriffe "Elektrode" und "leitfahige (Trager-) 
Oberflache" altemativ zu "leitfahige Oberflache " gebraucht. 

Daneben konnen auch beliebige dotierte oder nicht dotierte Halbleiteroberflachen 
beliebiger Dicke verwendet werden. Samtliche Halbleiter konnen als Reinsubstanzen 
oder als Gemische Verwendung finden. Als nicht einschrankend gemeinte Beispiele 
seien an dieser Stelle Kohlenstoff, Silizium, Germanium, a-Zinn, Cu(l)- und Ag(l)- 
Halogenide beleibiger Kristallstruktur genannt. Geeignet sind ebenfalls samtliche 
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binaren Verbindungen beliebiger Zusammensetzung und beliebiger Struktur der 
Elemente der Gruppen 14 und 16, der Elemente der Gruppen 13 und 15, sowie der 
Elemente der Gruppen 15 und 16. Daneben konnen ternare Verbindungen beliebiger 
Zusammensetzung und beliebiger Struktur der Elemente der Gruppen 11,13 und 16 
Oder der Elemente der Gruppen 12, 13 und 16 verwendet werden. Die 
Bezeichnungen der Gruppen des Periodensystems der Elemente beziehen sich auf 
die lUPAC-Empfehlung von 1985. 

Bindung eines Oligonukleotids an die leitfahige Oberflache 

Erfindungsgemafi wird ein Oligonukleotid direkt oder Qber einen Linker/Spacer mit 
den Trageroberflachenatomen oder -molekulen einer leitfahigen Trageroberflache 
der oben beschriebenen Art verknupft. Diese Bindung kann auf drei verschiedene 
Arten durchgefuhrt werden: 

a) Die Oberflache wird so modifiziert, daft eine reaktive Molekul-Gruppe zuganglich 
ist. Dies kann durch direkte Derivatisierung der Oberflachenmolekule, z. B. durch 
nafichemische oder elektrochemische Oxidation/Red uktion geschehen. So kann z. 
B. die Oberflache von Graphitelektroden durch Oxidation naftchemisch mit Aldehyd- 
oder Carbonsaure-Gruppen versehen werden. Elektrochemisch besteht z. B. die 
Moglichkeit durch Reduktion in Gegenwart von Aryl-Diazoniumsalzen das 
entsprechende (funktionalisierte, also mit einer reaktiven Gruppe versehene) Aryl- 
Radikal oder durch Oxidation in Gegenwart von R'C0 2 H das (funktionalisierte) R'- 
Radikal auf der Graphit-Elektrodenoberflache anzukoppeln. Ein Beispiel der direkten 
Modifikation von Halbleiteroberflachen ist die Derivatisierung von Siiiziumoberflachen 
zu reaktiven Silanolen, d. h. Silizium-Trager mit Si-OR" Gruppen an der Oberflache, 
wobei R" ebenso wie R' einen beliebigen, funktionaiisierten, organischen Rest 
darstellt (z.B. Alkyl-, Alkenyl-, Alkinyl-, Heteroalkyl-, Heteroalkenyl- oder 
Heteroalkinylsubstituent). Alternativ kann die gesamte Oberflache durch die 
kovalente Anbindung einer reaktiven Gruppe eines bifunktionalen Linkers modifiziert 
werden, so dali auf der Oberflache eine monomolekulare Schicht beliebiger 
MolekUle entsteht, die, bevorzugt endstandig, eine reaktive Gruppe enthalten. Unter 
dem Begriff "bifunktionaler Linker" wird jedes Molekul beliebiger Kettenlange, 
insbesondere der Kettenlangen 2-14, mit zwei gleichen (homo-bifunktional) oder 
zwei verschiedenen (hetero-bifunktional) reaktiven Molekul-Gruppen verstanden. 



Sollen mehrere verschiedene Test-Sites auf der Oberflache durch Ausnutzen der 
Methodik der Photolithographie gebildet werden, so ist mindestens eine der 
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reaktiven Gruppen des homo- oder hetereo-bifunktionalen Linkers eine 
photoinduzierbar reaktive Gaippe, d. h. eine erst durch Lichteinstrahlung bestimmter 
oder beliebiger Wellenlange reaktiv werdende Gruppe. Dieser Linker wird so 
aufgebracht, dafi die/eine photoaktivierbare reaktive Gruppe nach der kovalenten 
Anbindung des Linkers auf der Oberflache zur Verfugung steht. An die so 
modifizierte Oberflache werden die Nukleinsaure-Oligomere kovalent angebunden, 
wobei diese selbst uber einen Spacer beliebiger Zusammensetzung und 
Kettenlange, insbesondere der Kettenlange 1 - 14, mit einer reaktiven Gruppe 
modifiziert sind, bevorzugt in der Nahe eines Endes des Nukleinsaure-Oligomers. 
Bei der reaktiven Gruppe des Oligonukleotids handelt es sich um Gruppen, die direkt 
(oder indirekt) mit der modifizierten Oberflache unter Ausbildung einer kovalenten 
Bindung reagieren. Daneben kann an die Nukleinsaure-Oligomere in der Nahe ihres 
zweiten Endes eine weitere reaktive Gruppe gebunden sein, wobei diese reaktive 
Gruppe wiederum, wie oben beschrieben, direkt oder uber einen Spacer beliebiger 
Zusammensetzung und Kettenlange, insbesondere der Kettenlange 1 - 14, 
angebunden ist. Desweiteren kann die redoxaktive Substanz alternativ zu dieser 
weiteren reaktiven Gruppe, an diesem zweiten Ende des Nukleinsaure-Oligomers 
angebunden sein. 

b) Das Nukleinsaure-Oligomer, das auf die leitfahige Oberflache aufgebracht werden 
soli, ist uber einen kovalent angebundenen Spacer beliebiger Zusammensetzung 
und Kettenlange, insbesondere der Kettenlange 1 - 14, mit einer oder mehreren 
reaktiven Gruppe modifiziert, wobei sich diese reaktiven Gruppen bevorzugt in der 
Nahe eines Endes des Nukleinsaure-Oligomers befinden. Bei den reaktiven Gruppen 
handelt es sich um Gruppen, die direkt mit der unmodifizierten Oberflache reagieren 
konnen. Beispiele hierfur sind: (i) Thiol- (HS-) oder Disulfid- (S-S-) derivatisierte 
Nukleinsaure-Oligomere der allgemeinen Forme! (n x HS-Spacer)-oligo, (n x R-S-S- 
Spacer)-oligo oder oligo-Spacer-S-S-Spacer-oligo, die mit einer Goldoberflache unter 
Ausbildung von Gold-Schwefelbindungen reagieren oder (ii) Amine, die sich durch 
Chemi- oder Physisorption an Platin- oder Silizium-Oberflachen anlagern. Daneben 
kann an die Nukleinsaure-Oligomere in der Nahe ihres zweiten Endes eine weitere 
reaktive Gruppe gebunden sein, wobei diese reaktive Gruppe wiederum. wie oben 
beschrieben, direkt oder Ober einen Spacer beliebiger Zusammensetzung und 
Kettenlange, insbesondere der Kettenlange 1 - 14, angebunden ist. Desweiteren 
kann die redoxaktive Substanz alternativ zu dieser weiteren reaktiven Gruppe, an 
diesem zweiten Ende des Oligonukleotids angebunden sein. Insbesondere 
Nukleinsaure-Oligomere die mit mehreren Spacer-verbruckten Thiol oder 
Disulfidbriicken modifiziert sind ((n x HS-Spacer)-oligo bzw. (n x R-S-S-Spacer)- 
oligo) haben den Vorteil, dafi solche Nukleinsaure-Oligomere unter einem 
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bestimmten Ansteliwinke! gegen die leitfahige Oberflache (Winkel zwischen der 
Oberflachennormalen und der Helixachse eines doppelstrangigen helikalen 
Nukleinsaure-Oligomers bzw. zwischen der Oberflachennormalen und der Achse 
senkrechtzu den Basenpaaren eines doppelstrangigen nicht-helikalen Nukleinsaure- 
Oligomers) aufgebracht werden konnen, wenn die die > Thiol- bzw. Disulfid- 
Funktionen an das Nukleinsaure-Oligomer anbindenden Spacer, von einem Ende 
der Nukleinsaure her betrachtet, eine zunehmende bzw. abnehmende Kettenlange 
besitzen. 

c) Als reaktive Gruppe am Sonden-Nukleinsaure-OIigomer werden die 
Phosphorsaure-, Zucker-C-3-Hydroxy-, Carbonsaure- oder Amin-Gruppen des 
Oligonukleotid-Ruckgrats, insbesondere endstandige Gruppen, verwendet. Die 
Phosphorsaure-, Zucker-C-3-Hydroxy-, Carbonsaure- oder Amin-Gruppen weisen 
eine erhohte Reaktivitat auf und gehen daher leicht typische Reaktionen wie z. B. 
Amidbildung mit (primaren oder sekundaren) Amino- bzw. Sauregruppen, 
Esterbildung mit (primaren, sekundaren oder tertiaren) Alkoholen bzw. 
Sauregruppen, Thioesterbildung mit (primaren, sekundaren oder tertiaren) Thio- 
Alkoholen bzw. Sauregruppen oder die Kondensation von Amin und Aldehyd mit 
anschliefiender Reduktion der entstandenen CH=N Bindung zur CH 2 -NH Bindung 
ein. Die notige Kopplungs-Gruppe zur kovalenten Anbindung an die Phosphorsaure-, 
Zucker-C-3-Hydroxy-, Carbonsaure- oder Amin-Gruppe ist in diesem Fall ein Teil der 
Oberflachenderivatisierung mit einer (monomolekularen) Schicht beliebiger 
Molekullange, wie unter a) in diesem Abschnitt beschrieben, oder die 
Phosphorsaure-, Zucker-C-3-Hydroxy- t Carbonsaure- oder Amin-Gruppe kann direkt 
mit der unmodifizierten Oberflache reagieren, wie unter b) in diesem Abschnitt 
beschrieben. Daneben kann an die Oligonukleotide in der Nahe ihres zweiten Endes 
eine weitere reaktive Gruppe gebunden sein, wobei diese reaktive Gruppe 
wiederum, wie oben beschrieben, direkt oder uber einen Spacer beliebiger 
Zusammensetzung und Kettenlange, insbesondere der Kettenlange 1 - 14, 
angebunden ist. Desweiteren kann die redoxaktive Substanz alternativ zu dieser 
weiteren reaktiven Gruppe, an diesem zweiten Ende des Nukleinsaure-Oligomers 
angebunden sein. 

Die Bindung des Oligonukleotids an die leitfahige Oberflache kann alternativ vor oder 
nach der Anbindung der redoxaktiven Substanz an das Oligonukleotid bzw. vor oder 
nach Anbinden des mit einer reaktiven Gruppe versehenen Spacers zur Bindung der 
redoxaktiven Substanz erfolgen. Die Bindung des bereits modifizierten 
Oligonukleotids an die leitfahige Oberflache, d. h. die Bindung an die Oberflache 
nach der Anbindung der redoxaktiven Substanz an das Oligonukleotid bzw. nach der 
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Anbindung des mit einer reaktiven Gruppe versehenen Spacers zur Bindung der 
redoxaktiven Substanz, erfolgt ebenfalls wie unter a) bis c) (Abschnitt "Bindung 
e.nes Oligonukleotids an die leitfahige Oberflache") beschrieben. 

Bei der Herstellung der Test-Sites mufi bei der Anbindung der Einzelstrang- 
OI.gonukleot.de an die Oberflache darauf geachtet werden. dali zwischen den 
emzelnen Oligonukleotiden ein genugend grofier Abstand verbleibt, um den fur eine 
Hybnd IS .erung mit dem Target-Oligonukleotid notigen Freiraum zur Verfugung zu 
stellen. Dazu bieten sich unter anderem zwei verschiedene Vorgehensweisen an: 

1.) Herstellung einer modif.zierten Trageroberflache durch Anbindung eines 
hybnd.s.erten Oligonukleotids, also eine Trageroberflachen-Derivatisierung mit 
hybnd.s,ertem Sonden-Oligonukleotid statt mit Einzelstrang-Sonden-Oligonukleotid 
Der zur Hybnd.sierung verwendete Oligonukleotidstrang ist unmodifiziert (die 
Oberflachenanbindung wird durchgefuhrt wie unter a) - c) im Abschnitt "Bindung 
eines Ol.gonukleotids an die leitfahige Oberflache" beschrieben). AnschlieSend wird 
der hybr.d.s.erte Oligonukleotid-Doppelstrang thermischer dehybridisiert, wodurch 
eine Einzelstrang-Oligonukleotid modifizierte Trageroberflache mit grofterem 
Abstand zwischen den Proboligonukleotiden hergestellt wird. 

2.) Herstellung einer modifizierten Trageroberflache durch Anbindung eines 
E.nzelstrang- oder Doppelstrang-Oligonukleotids, wobei wahrend der 
Trageroberflachen-Derivatisierung ein geeigneter monofunktionaler Linker zugesetzt 
wird, der neben dem Einzelstrang- oder Doppelstrang-Oligonukleotid auch an die 
Oberflache gebunden wird (die Oberflachenanbindung wird durchgefuhrt wie unter a) 
- c) im Abschnitt "Bindung eines Oligonukleotids an die leitfahige Oberflache" 
beschrieben). Erfindungsgemafc hat der monofunktionale Linker eine Kettenlange 
die der Kettenlange des Spacers zwischen Trageroberflache und Oligonukleotid 
■dentisch ist oder um maximal acht Kettenatome abweicht. Bei der Verwendung von 
Doppelstrang-Oligonukleotid zur Trageroberflachen-Derivatisierung wird nach der 
Anbindung des Doppelstrang-Oligonukleotids und des Linkers an die 
Trageroberflache der hybridisierte Oligonukleotid-Doppelstrang thermischer 
dehybndisiert, wie oben unter 1.) beschrieben. Durch die gleichzeitige Anbindung 
ernes Linkers an die Oberflache wird der Abstand zwischen den ebenfalls an die 
Oberflache gebundenen Einzel- oder Doppelstrang-Nukleinsaure-Oligomeren 
vergro&ert. Im Falle der Verwendung von Doppelstrang-Nukleinsaure-Oligomer wird 
dieser Effekt durch die anschliefcende thermische Dehybridisierung noch verstarkt. 
Verfahren zur elektrochemischen Detektion von Nukleinsaureoligomerhybriden 
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Vorteilhafterweise werden gemaR dem Verfahren zur e.ektrochemischen Detekfon 
mehrere Sonden-Oligonukleotide unterschiedlicher Sequenz, idealerwe.se alle 
notigen Kombinationen des Nukleinsaure-Oligomers, auf einem Oligomer- oder 
DNA-Chip aufgebracht, um die Sequenz eines beliebigen Target-Oligomers oder 
einer (fragmentierten) Target-DNA sicher zu detektieren taw. um Mutationen .m 
Target aufzuspuren und sequenzspezifisch nachzuweisen. Dazu werden auf e.ner 
leitfahigen Trageroberflache die Trageroberflachenatome oder -molekule e.nes 
d"en Bereichs (einer Test-Site) mit DNA-/RNA-/PNA-Oligonukleofcden 
bekannter, aber beliebiger Sequenz, wie oben beschrieben, verknupft. In e.ner 
aHgemeinsten Ausfuhrungsform kann aber der DNA-Chip auch mit einem e.nagen 
Sonden-O.igonukleotid derivatisiert werden. Als Sonden-O.igonuk.eot.de werden 
Nukleinsaure-O.igomere (DNA-, RNA- oder PNA-Fragmente) der Basen.ange , 3 b.s 
50 bevorzugt der Lange 5 bis 30. besonders bevorzugt der Lange 7 b.s 25 
lendet. Erfindungsgem^ wird an die Sonden-O.igonuk.eotide entwe der vor ode 
nach deren Bindung an die leitfahige Oberflache e.ne redoxakfve Substanz 
gebunden. 

Erfolgt die Modifikation der Sonden-Oligonukleotide vor der Bindung an die leitfahige 
O^ache so werden die bereits modifizierten Sonden-Oligonukleot.de w.e oben 
onl die «e Oberflache gebunden. ^ < ££ j ££ l 
modiflzierten. an die leflfahige Oberflache gebundenen ^^"^'^ 
zweiten. freien Ende der Oligonukleotidkette direkt oder ,nd,rekt uber emen Spacer 
mit einer redoxaktive Substanz modifiziert. 

,„ beiden F aflen entsteh, ein «-^*2T^ 

... o..^«>tor,T r'Rprim"^ in der a gemeinen StruKtur tie* 
verbriickten redoxaktiven Substanz ( Redox ) .n aer y vorh __ den Die 

Soacer-ss-oligo-Spacer-Redox ist schwach oder gar n.cht vorhandea D.e 

Leitfahigkeit zwischen der Trageroberflache und der reao 
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schematisch gezeigt). E,ek - S P ac er-ss-ol.go-Spacer-Redox 

^^:z^^; s ^r - > 

Sonden-Olfconukleotid und ^ 7al t-l ' T" Hyt>ridiSie ™9 «» 
(Target) kann komplementaren Oligonukleotid-Strano 

^h^essungendeteCwe^en. CyC,OVO "~' Oder 

^:z\r^r^::TT7 de r e9enden «— - 
r P rxr %r • r::; r on ; 7 r: 5 oder ™ ~ 

allgemeinen Formel 6 sowie rJL , 7 ' ' d ' e p y" d ' n -Nukleotide der 

Subs telKS0g ew^rdaaTcrdT 66h e, r Ure " 0, ' 9 ° mer " nd der red ~" 
parade, zu dan de a „ der *^* tele d ™"ve n Substanz 

Basenpaars des mil Kol, 1 SUbSta " Z a "9^nden 

anordnen ka „r D1 2 ££ZTT* hybridiSierten Nukleinaaure-Odgomers 
P.anarem in Z^Z^^^""" 9 ™. Substanz « 

^d^ 

=S5H~=== ====== 

e^^H i r. e ' ekWSChe Detekti °™"~. <*« Amperometrie. wird dadurch 
rZTw ( E ' ektroden P° te "^s ™ar eleklrooxidiart (elaktroreduziert) wird die 
ber n,eht durch Anderung des Elaktrodenpotentials erreicht wird, wie in der 
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m H„rrh ein der Targeting zugesetztes geeignetes 
Cyclovoltametne. sondern durch Q des GeS amtsystems 

und der proportional zur Zah, der Hybridisierungsere.gn.sse «t 

Kuim Beschreibung der Zeichnungen 

„h=nrt Pines AusfDhrungsbeispiels im 

Sequenzierung; 

Schemata Darsteuung der OUgonuKieotid-Seguenzierung durcrt 
Hybridisierung auf einem Chip. 

Struktur Bek-Spaoer-ss-oLgo-Spaoer Ke 5'_TAGTCGGAAGCA-3' 
OKgonuRleotid der exemp.art«*en Segu^S ^TA ^ ^ 
(„ nk s) und Au-S^-oUgc-PQQ ■» , r Redox , wobei 

-^^rr^enX 2—. - ^.erten 
nur ein Te.l des Sonaen 9 dje Anbinaun g des 

Komplementarstrang geze.gt .st (rechts) paC ersowie 

Oligo— an Spacer -CH 2 - 

die Anbindung der redoxaktiven Substanz 
CH=CH-CO-NH-CH 2 -CH 2 -NH- erfolgte; 

• r^t Site aus Au-S-ss-oligo-PQQ (gepunktet) 
Cydovoltagrammemer Test-Site ausAU vollstandig 



Fig. 1 



Fig. 2 



Fig. 3 



Fig. 4 



Fig. 5 



• r tp* Site mit vollstandig hybridisiertem Target 
Cyclovoltagramm e.ner Test-S.te > m«t ^ ^ ^ 

(Au^go-PQQ) B3^npaar Mismatches aufweist 

Site mit hybridisiertem Target, aas ^ o* v 
^s^o-PQQ mft 2 Bp Mismatches, gestncheU). 
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Wege zur Ausfuhrung der Erfindung 

Eine exemplarische Test-Site mit hybridisiertem Target (Au-S-ds-oligo-PQQ) der 
allgemeinen Struktur Elek-Spacer-ds-oligo-Spacer-Redox ist in Figur 3 dargestellt. In 
dem Beispiel der Figur 3 ist die Trageroberflache eine Gold-Elektrode. Die 
Verbindung zwischen Gold-Elektrode und Sonden-Oligonukleotid wurde mit dem 
Linker (HO-(CH 2 ) 2 -S) 2 aufgebaut, der mit der endstandigen Phosphatgruppe am 3' Ende 
zu P-0-(CH 2 ) 2 -S-S-(CH 2 ) 2 -OH verestert wurde und nach homolytischer Spaltung der S-S 
Bindung an der Gold-Oberflache je eine Au-S Bindung bewirkte, womit 2-Hydroxy- 
mercaptoethanol und Mercaptoethanol-verbrticktes Oligonukleotid auf der Oberflache 
koadsorbiert wurde. Die redoxaktive Substanz im Beispiel der Figur 3 ist 
tricarboxylisches Pyrrolo-Chinolin-Chinon (PQQ), wobei eine der drei 
Carbonsaurefunktionen des PQQ (im Beispiel die C-7-C0 2 H-Funktion) zur 
kovalenten Anbindung des PQQ an das Sonden-Oligonukleotid verwendet wurde 
(Amidbildung unter Wasserabspaltung mit der terminalen Aminofunktion des an die 
C-5-Position des S'-Thymins angebundenen -CH=CH-CO-NH-CH 2 -CH 2 -NH 2 Spacers). 
Sowohl freies, unmodifiziertes PQQ als auch uber einen kurzen Spacer der 
Kettenlange 1-6, wie z. B. -S-(CH 2 ) 2 -NH- f oder uber (modifiziertes) Doppelstrang- 
Oligonukleotid mit der Trageroberflache verbriicktes PQQ wird, z. B. in HEPES 
Puffer mit 0.7 molarem Zusatz von TEATFB (siehe Abkurzungen), im Potentialbereich 
0,7 V > cp > 0,0 V, gemessen gegen Normalwasserstoffelektrode, selektiv reduziert 
und reoxidiert. 

Die elektrische Kommunikation zwischen der (leitfahigen) Trageroberflache und dem 
Qber Einzelstrang-Oligonukleotid verbrtickten Redoxpaar in der allgemeinen Struktur 
Elek-Spacer-ds-oligo-Spacer-Redox ist schwach oder gar nicht vorhanden. FOr die 
exemplarische Test-Site Au-S-ss-oligo-PQQ (mit 12-Bp Sonden-Oligonukleotiden) ist 
dies anhand der Cyclovoltametrie (Figur 4) gezeigt. Ohne an eine theoretische 
Beschreibung gebunden sein zu wollen, wird angenommen, da(i die negativen 
Ladungen des Phbsphatgerusts eine gegenseitig Abstoliung der Oligonukleotid- 
Einzelstrange bedingen und so einen Aufbau der -Spacer-ds-oligo-Spacer-Redox 
Kette (in Richtung Helixachse) unter einem Winkel <J> < 70 ° zur Normalen der 
Trageroberflache ( M stehende R6hren tt ) erzwingen. Die (hybrid isierte) Test-Site Au-S- 
ds-oligo-PQQ der Figur 3 weist einen Aufbau mit <J> = 30 ° auf. Aufgrund der Lange 
der -Spacer-ds-oligo-Spacer-Redox Kette (z. B. ca. 40 A Lange eines 12-Basenpaar- 
Oligonukleotids; die Spacer und das angebundene PQQ sind rund 10 A lang) 
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entsteht bei <|> < 70 ° zwischen Trageroberflache und redoxaktiver Substanz ein 
Abstand von > 17 A. Dadurch kann ein direkter Elektron- Oder Lochtransfer zwischen 
Trageroberflache und redoxaktiver Substanz ausgeschlossen werden. Durch 
Behandlung der Test-Site(s) mit einer zu untersuchenden Oligonukleotid-Lbsung, 
kommt es, im Falle der Hybridisierung zwischen Sonde und Target zu einer 
verstarkten Leitfahigkeit zwischen der Trageroberflache und dem uber das 
Doppelstrang-Oligonukleotid verbriickten Redoxpaar. Die Anderung der Leitfahigkeit 
aufiert sich cyclovoltammetrisch in einem deutlichen Stromflufc zwischen 
Trageroberflache und redoxaktiver Substanz (Figur 4). Damit ist es moglich, die 
sequenzspezifische Hybridisierung des Targets mit den Sonden-Oligonukleotiden 
durch elektrochemische Verfahren wie z. B. cyclische Voltametrie zu detektieren. 

Daneben konnen fehlerhafte Basenpaarungen (Basenpaar Mismatches) durch eine 
geanderte cyclovoltammetrische Charakteristik erkannt werden (Figur 5). Ein 
Mismatch aufiert sich in einem grbBeren Potentialabstand zwischen den 
Strommaxima der Elektoreduktion und der Elektroreoxidation (Umkehrung der 
Elektroreduktion bei umgekehrter Potentialvorschubrichtung) bzw. der 
Elektrooxidation und Elektrorereduktion in einem cyclovoltammetrisch reversiblen 
Elektronenubertragungsprozess zwischen der elektrisch leitenden Trageroberflache 
und der redoxaktiven Substanz. Dieser Umstand wirkt sich vor allem in der 
amperometrischen Detektion gunstig aus. da dort der Strom bei einem Potential 
getestet werden kann, bei dem zwar das perfekt hybridisierende Oligonukleot.d-Target 
signifikant Strom liefert, nicht aber das fehlerhaft gepaarte Oligonukleotid-Target Im 
Beispiel der Figur 5 ist dies bei einem Potential E-E 0 von ca. 0,03 V moglich. 

Beispiel 1: Herstellung der Oligonukleotid-Elektrode Au-S-ds-oligo-PQQ. Die 
Herstellung von Au-S-ds-oligo-PQQ gliedert sich in 4 Teilabschnitte, naml.ch 
Darstellung der Trageroberflache, Hybridisierung des Sonden-Oligonukleotids m.t 
dem komplementaren Doppelstrang (Hybridisierungsschritt), Derivatisierung der 
Trageroberflache mit dem Doppelstrang-Oligonukleotid (Inkubationsschntt) und 
Anbindung der redoxaktiven Substanz (Redoxschritt). 

Das Tragermaterial fur die kovalente Anbindung der Doppelstrang-Oligonukleof.de 
bildet ein ca. 100nm dunner Gold-Film auf Mica (Muskovit Plattchen). Dazu wurde .n 
einer elektrischen Entladungskammer frisch gespaltenes Mica mit e.nem Argon- 
lonenplasma gereinigt und durch elektrische Entladung Gold (99.99%) .n e.ner 
Schichtdicke von ca. 100nm aufgebracht. Anschliefiend wurde der Gold-F.lm m.t 30 
% H O / 70 % H 2 S0 4 von Oberflachenverunreinigungen befreit (Oxidation 
organischer Ablagerungen) und fur ca. 20 Minuten in Ethanol getaucht, urn an der 
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Oberflache adsorbierten Sauerstoff zu verdrangen. Nach Abspiilen der 
Trageroberflache mit bidestilliertem Wasser wird auf die horizontal gelagerte 
Trageroberflache eine vorher bereitete 1 x 10- molare L6sung des (modifizierten) 
Doppelstrang-Oligonukleotids aufgetragen, so daft die komplette Trageroberflache 
benetzt wird (Inkubationsschritt, siehe auch unten). 

Zur Bereitung der ds-Oligonukleotid Losung wurde ein doppelt modifiziertes 12 Bp 
Emzelstrang-Oligonukleotid der Sequenz 5'-TAGTCGGAAGCA-3' verwendet das an 
der Phosphatgruppe des 3' Endes mit (HO-(CH 2 ) r S) 2 zum P-CKCH^-S-S^CH^-OH 
verestert ,st. Am 5-Ende ist die endstandige Base des Oligonukleotids, Thymin, am C-5 
Kohlenstoff mit -CH^H-CO-NH-CH^CHz-N^ modifiziert. Eine 2 x 10" 4 molare 
Losung dieses Oligonukleotids im Hybridisierungspuffer (10 mM Tris, 1 mM EDTA pH 
7.5 mit 0.7 molarem Zusatz von TEATFB, siehe Abkiirzungen) wurde mit einer 2 x 10" 4 
molaren L6sung des (unmodifizierten) komplementaren Strang im 
Hybnd.s.erungspuffer bei Raumtemperatur fur ca. 2h hybridisiert 
(Hybridisierungsschritt). Wahrend einer Reaktionszeit von ca. 12-24h wurde der 
Disulfidspacer P-O-fCH^-S-S-fCH^-OH des Oligonukleotids homolytisch gespalten. 
Dabei bildet der Spacer mit den Au-Atomen der Oberflache eine kovalente Au-S 
Bindung aus, wodurch es zu einer 1:1 Koadsorption des ds-Oligonukleotids und des 
2-Hydroxy-mercaptoethanols kommt (Inkubationsschritt). 

Die so mit einer dichten (1:1) Monolayer aus ds-Oligonukleotid und 2-Hydroxy- 
mercaptoethanol modifizierte Goldelektrode wurde mit bidestilliertem Wasser 
gewaschen und anschlieftend mit einer Ldsung von 3x1 0" 3 molarem Chinon PQQ, 
10* molarem EDO und 10" 2 molarem sulfo-NHS in HEPES Puffer benetzt. Nach einer 
Reaktionszeit von ca. 1h bindet der -CH=CH-CO-NH-CH 2 -CH 2 -NH 2 Spacer das PQQ 
kovalent an (Amidbildung zwischen der Aminogruppe des Spacers und einer 
Saurefunktion des PQQ, Redoxschritt). 

Die Aufklarung der Oberflachenbeschaffenheit mit XPS (X-Ray Photoelektronen- 
spektroskopie) ergab eine maximal dicht gepackte Monolayer aus 1:1 
koadsorbiertem ds-Oligonukleotid und 2-Hydroxy-mercaptoethanol (4.7 x 10 12 ds- 
Oligonukleotide/cm 2 ), wobei die lange Achse (Richtung der Helixachse) der ds- 
Oligonukleotide mit der Flachennormalen der Goldoberflache einen Winkel von <j> * 
30 ° bildet. 



Beispiel 2: Herstellung der Oligonukleotid-Elektrode Au-S-ss-oligo-PQQ. Analog zur 
Darstellung des Systems Au-S-ds-oligo-PQQ wird die Trageroberflache mit 
modrfiziertem Einzelstrang-Oligonukleotid derivatisiert, wobei lediglich auf die 
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Hybridisienjng des modifizierten Oligonukleotids der Sequenz 5'-TAGTCGGAAGCA- 
3' mil seinem komplementaren Strang verziohtet wurde und im Inkubationsschntt nur 
das doppelt modifizierte 12 Bp Einzelstrang-Sonden-Oligonukleotid (siehe Be,sp,e 1) 
als 1 x 10 J moiare Ldsung in Wasser und in Gegenwart von 10" molarem Tns. 10 
molarem EDTA und 0.7 molarem TEATFB (oder 1 molarem NaCI) bei pH 7.5 verwendet 
wurde. Der Redoxschritt wurde, wie in Beispiel 1 angegeben, durchgefuhrt. 

Befepie/ 3: Herstellung der Oligonukleotid-Elektrode Au-S-ds-oligo-PQQ mit 2-Bp- 
Mismatches. Die Herstellung einer Trageroberflache derivatisiert mil modtaertem 
Doppelstrang-Oligonukleotid wurde analog zur Darstellung des Systems Au-S-ds- 
oligo-PQQ durohgefOhrt. wobei lediglieh bei der Hybridisierung des modfeerten 
Oligonukleotids der Sequenz 5'-TAGTCGGAAGCA-3' ein komplementarer Strang 
yelndet wurde (Sequenz: 5'-ATCAGATTTCGT-3'), bei dem d,e e.genftoh 
komplementaren Basen Nr. 6 und 7 (vom 5'-Ende gezahlt) yon C nach , A bzw. yon C 
nach T modifiziert wurden, um so zwei Basenpaar Mismatches emzufuhren. 

Be/sp/e/ 4: Herstellung einer Oligonukleotid-Elektrode Au-S-ss-oligo-RQQ mit 
fZtem mter-OiigonukLd-Abstand. Be, der Herstellung der Test-Sites mu* be, 
d« Deriyatisierung der Trageroberflache mit ™tran g -Sonden-0,,gonuMeo,d 
darauf oeaohtet werden, daB zwischen den angebundenen Bnzelstrangen 
genogend P^yerbleibt, um eine Hybridisierung m* dem Tamet-Oligonukl^d zu 
Loglichen. Dazu bieten sioh drei versohiedene Vo W henswe,sen an. (a) 
H^te l ung einer Au-S-ds-oligo-PQQ Elektrode wie in Beispiel 1 besohneben mit 
IsThtZdTr hermischer Dehybrtdisierung der Doppelstrange bei Temperaturen 
> 40 "C (b) Herstellung einer Au-ss-oligo-PQQ Elektrode wie unter Be, s p,e, 2 
be leben. abe'r im .nkubatonssctrntt zur Deriyatisierung ^ 
(doppelt derivatisiertem) Einzelstrang-Oligonukleofd wird 
meTaptoethanol Oder ein anderer Thiol- Oder Disulfid-Linker gee,gneter Kitten tenge 
" ^ molar zugesetzt <je nach gewunschtem Inter-Oligonukleobd-AbsUnd) 
dasten^insam mi. dem Einze.st ra ng Oflgonuk.eo.id an die GoidobenTache 
1ST,C Herstellung einer Au-ss-oligo-PQQ ^J^J^ 
beschrieben, aber unter Weglassen des 0.7 molaren Zusatzes a *m 
Beispiel TEATFB) im Inkubationsschritt zur Denyatis.erung der Goldoberflache m« 
^opSTnvaflLem) Einze,s*ang-O.igonuk,eo«id Die 
Baren-Sickstoflatome des Oligonukleoflds sind dutch 
elekfcos.at.sch nich, abgeschirmt und wechselwirken ^ 

r> a rf„rrh kommt es zu einer flachen Anlagerung der Oligonukleotide aut oer 
E^entoelche (,»«)•) und es werden pro Flacheneinhefl deutlich wemger 
0 ;tuto«e gebunden. AnschfleOend kdnnen die Qligonukleotide w,eder ,n d,e 
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gewunschte Position gebracht werden. indem in einem 2. Inkubationsschritt (vor 
Oder nach Anbringen des PQQ) 2-Hydroxy-mercaptoethanol Oder ein anderer Thiol- 
Oder Disulfid-Linker geeigneter Kettenlange kovalent an die noch freien Oberflachen- 
Goldatome angebunden wird. Dazu wird die weniger dicht mit Einzelstrang- 
Oligonukieotid belegte Elektrode vor Oder nach Modifikation mit PQQ (Au-S-ss-oligo 
bzw. Au-S-ss-oligo-PQQ) mit einer ca. 5x1 0" 2 molaren Losung des 2-Hydroxy- 
mercaptoethanols oder eines andereren Thiol- oder Disulfid-Linkers geeigneter 
KettenlSnge in Ethanol oder HEPES Puffer (bzw. einem Gemisch daraus, abhangig 
von der Loslichkeit des Thiols) benetzt und 2-24h inkubiert. 

Beispiel 5: Durchfuhrung der cyclovoltammetrischen Messungen. Die 
cyclovoltammetrischen Messungen wurden mit einem Computer-kontroliiertem 
Bipotentiostaten (CH instruments, Model 832) bei Raumtemperatur in einer Standard 
Zelle mit 3-Elektroden-Anordung vermessen. Die modifizierte Goldelektrode wurde 
als Arbeitselektrode verwendet, als Hilfselektrode (Gegenelektrode) diente ein 
Platindraht und als Referenzelektrode zur Potentialbestimmung wurde eine ubereine 
Luggin Kapillare vom Probenraum abgetrennte Ag/AgCI-Elektrode mit interner 
gesattigter KCI Losung verwendet. Als Elektrolyt diente 0.7 molares TEATFB oder 1 
molares NaCI. Ein Cyclovaltagramm der Au-S-ds-oligo-PQQ Elektrode im Vergleich 
zu einer Au-S-ss-oligo-PQQ Elektrode ist in Figur4 gezeigt, die Auswirkung der 2 Bp 
Mismatches auf das Cyclovoltagramm der Au-S-ds-oligo-PQQ Elektrode ist in 
Abbildung 5 dargestellt. Die Potentiate sind jeweils als E-E 0 , also relativ zum 
Halbstufenpotential angegeben. 

Aus Figur 4 ist ein deutlich erhohter StromfluR bei Vorliegen eines Doppelstrang- 
Oligonukleotids gegeniiber der nicht hybridisierten Form zu erkennen. Dadurch 
konnen sequenzspezifische Hybridisierungsereignisse detektiert werden. Aus Figur 5 
wird deutlich, dafi bei Hybridisierung mit einem Target-Oligonukleotid-Strang, der 2 
Basenpaar-Mismatches aufweist zum einen ein geringerer Strom fliefit, zum anderen 
die DHTerenz der Strommaxima vergrofiert wird. 
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Patentanspriiche 



Durch Anbindung einer redoxaktiven Substanz modifiziertes Nukleinsaure- 
Oligomer, dadurch gekennzeichnet, daft die redoxaktive Substanz bei einem 
Potential <p selektiv oxidierbar und reduzierbar ist, wobei q> der Bedingung 2,0 V 
> <p > - 2,0 V, gemessen gegen Normalwasserstoffelektrode v genugt. 

Modifiziertes Nukleinsaure-Oligomer nach Anspruch 1, wobei als redoxaktive 
Substanz ein Farbstoff verwendet wird, insbesondere ein Flavin-Derivat, ein 
Porphyrin-Derivat, ein Chlorophyl-Derivat oder ein Bakteriochlorophyl-Derivat. 

Modifiziertes Nukleinsaure-Oligomer nach Anspruch 1 , wobei als redoxaktive 
Substanz ein Chinon, insbesondere ein Pyrrolo-Ghinolin-Chinon (PQQ), ein 
1 ,4-Benzochinon, ein 1,2-Naphtochinon, ein 1 ,4-Naphtochinon oder ein 9,10- 
Anthrachinon verwendet wird. 

Modifiziertes Nukleinsaure-Oligomer nach einem der vorhergehenden 
Anspruche, wobei die redoxaktive Substanz kovalent altemativ an eine der 
Phosphorsaure-, Carbonsaure- oder Amin-Einheiten, an eine der Zucker- 
Einheiten oder an eine der Basen des Nukleinsaure-Oligomers angebunden ist, 
insbesondere an eine enstandige Einheit des Nukleinsaure-Oligomers. 

Modifiziertes Nukleinsaure-Oligomer nach einem der Anspruche 1 bis 3, wobei 
die redoxaktive Substanz kovalent an einen verzweigten oder unverzweigten 
MoiekCilteil beiiebiger Zusammensetzung und Kettenlange angebunden ist und 
der verzweigte oder unverzweigte Molekulteil altemativ an eine der 
Phosphorsaure-, Carbonsaure- oder Amin-Einheiten, an eine der Zucker- 
Einheiten oder an eine der Basen des Nukleinsaure-Oligomers angebunden ist, 
insbesondere an eine enstandige Einheit des Nukleinsaure-Oligomers. 

Modifiziertes Nukleinsaure-Oligomer nach Anspruch 5, wobei die redoxaktive 
Substanz kovalent an einen verzweigten oder unverzweigten Molekulteil 
angebunden ist, dessen kurzeste durchgehende Verbindung zwischen den 
verbundenen Strukturen 1 bis 14 Atome umfalit. 

Modifiziertes Nukleinsaure-Oligomer nach einem der vorhergehenden 
Anspruche, wobei das modifizierte Nukleinsaure-Oligomer sequenzspezifisch 
Einzelstrang-DNA, RNA und/oder PNA binden kann. 
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8. Modifiziertes Nukleinsaure-Oligomer nach Anspruch 7, wobei das modifizierte 
Nukleinsaure-Oligomer ein Desoxyribonukleinsaure-, Ribonukleinsaure-, ein 
Peptidnukleinsaure-Oligomer oder ein Nukleinsaure-Oligomer mit strukturell 
analogem Ruckgrat ist. 



9. Verfahren zur Herstellung eines modifizlerten Nukleinsaure-Oligomers gemafl 
den Ahspriichen 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, dali die redoxaktive Substanz 
an ein Nukleinsaure-Oligomer gebunden wird, wobei die Anbindung an eine 
Phosphorsaure- Oder Carbonsaure-Gruppe des Nukleinsaure-Oligomers durch 
Amidbildung mit (primaren oder sekundaren) einer Aminogruppe der redoxaktiven 
Substanz, durch Esterbildung mit einer (primaren, sekundaren oder tertiaren) 
Alkohol-Gruppe der redoxaktiven Substanz, oder durch Thioesterbildung mit 
einer (primaren, sekundaren oder tertiaren) Thio-Alkohol-Gruppe der 
redoxaktiven Substanz bzw. durch Kondensation einer Amin-Gruppe des 
Nukleinsaure-Oligomers mit einer Aldehyd-Gruppe der redoxaktiven Substanz 
erfolgt. 

10. Verfahren zur Herstellung eines modifizierten Nukleinsaure-Oligomers gemali 
den Anspruchen 5 bis 8, dadurch gekennzeichnet, dali die redoxaktive 
Substanz an einen verzweigten oder unverzweigten MolekQIteil beliebiger 
Zusammensetzung und Kettenlange kovalent angebunden wird, wobei die 
Anbindung an eine Phosphorsaure- oder Carbonsaure-Gruppe des verzweigten 
oder unverzweigten Molekulteils durch Amidbildung mit (primaren oder 
sekundaren) einer Aminogruppe der redoxaktiven Substanz, durch Esterbildung 
mit einer (primaren, sekundaren oder tertiaren) Alkohol-Gruppe der 
redoxaktiven Substanz, oder durch Thioesterbildung mit einer (primaren, 
sekundaren oder tertiaren) Thio-Alkohol-Gruppe der redoxaktiven Substanz 
bzw. durch Kondensation einer Amin-Gruppe des verzweigten oder 
unverzweigten Molekulteils mit einer Aldehyd-Gruppe der redoxaktiven 
Substanz erfolgt. 

11. Modifizierte leitfahige Oberflache, dadurch gekennzeichnet, dali eine oder 
mehrere Arten von modifizierten Nukleinsaure-Oligomeren gemali den 
Anspruchen 1 bis 8 an eine leitfahige Oberflache angebunden sind. 



12. Modifizierte leitfahige Oberflache nach Anspruch 1 1 , wobei die Oberflache aus 
einem Metall oder einer Metallegierung besteht, insbesondere einem Metall 
ausgewahlt aus der Gruppe Platin, Palladium. Gold, Cadmium, Quecksilber, 
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Nickel, Zink, Kohlenstoff, Silber, Kupfer, Eisen, Biei, Aluminium, Mangan und 
deren Mischungen. 

13. Modifizierte leitfahige Oberflache nach Anspruch 11, wobei die Oberflache aus 
einem Halbleiter besteht, insbesondere einem Halbleiter ausgewaWt aus der 
Gruppe Kohlenstoff, Silizium, Germanium und a-Zinn. 

14. Modifizierte leitfahige Oberflache nach Anspruch 11, wobei die Oberflache aus 
einer binaren Verbindung der Elemente der Gruppen 14 und 16, einer binaren 
Verbindung der Elemente der Gruppen 13 und 15, einer binaren Verbindung 
der Elemente der Gruppen 15 und 16, Oder einer binaren Verbindung der 
Elemente der Gruppen 11 und 17 besteht, insbesondere aus einem Cu(l)- 
Halogenid oder einem Ag(l)-Halogenid. 

15. Modifizierte leitfahige Oberflache nach Anspruch 11, wobei die Oberflache aus 
einer ternaren Verbindung der Elemente der Gruppen 11,13 und 16 oder einer 
ternaren Verbindung Elemente der Gruppen 12, 13 und 16 besteht. 

16. Modifizierte leitfahige Oberflache nach den Anspriichen 11 bis 15, wobei die 
modifizierten Nukleinsaure-Oligomere an die leitfahige Oberflache kovalent 
oder durch Physisorption angebunden sind. 

17. Modifizierte leitfahige Oberflache nach Anspruch 16, wobei alternativ eine der 
Phosphorsaure-, Carbonsaure- oder Amin-Einheiten, eine der Zucker-Einheiten 
oder eine der Basen des Nukleinsaure-Oligomers kovalent oder durch 
Physisorption an die leitfahige Oberflache angebunden ist, insbesondere eine 
enstandige Einheit des Nukleinsaure-Oligomers. 

18. Modifizierte leitfahige Oberflache nach einem der Anspriiche 11 bis 15, wobei 
an die leitfahige Oberflache verzweigte oder unverzweigte Molekiilteile 
beliebiger Zusammensetzung und Kettenlange kovalent oder durch 
Physisorption angebunden sind und die modifizierten Nukleinsaure-Oligomere 
kovalent an diese Molekulteile angebunden sind. 



19. Modifizierte leitfahige Oberflache nach Anspruch 18, wobei das verzweigte oder 
unverzweigte Molekulteil eine kurzeste durchgehende Verbindung zwischen 
den verbundenen Strukturen von 1 bis 14 Atome umfa&t 
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20. Modifizierte leitfahige Oberflache nach den Ansprtichen 18 und 19, wobei der 
verzweigte oder unverzweigte MolekQIteil alternativ an eine der Phosphorsaure- 
, Carbonsaure- oder Amin-Einheiten, an eine der Zucker-Einheiten oder an eine 
der Basen des Nukleinsaure-Oligomers kovalent gebunden ist, insbesondere 
an eine enstandige Einheit des Nukleinsaure-Oligomers. 

21. Verfahren zur Herstellung einer modifizierten leitfahigen Oberflache nach den 
Anspriichen 11 bis 20, wobei ein oder mehrere Arten von modifizierten 
Nukleinsaure-Oligomeren gemafi den Anspruchen 1 bis 8 auf eine leitfahige 
Oberflache aufgebracht werden. 

22. Verfahren zur Herstellung einer modifizierten leitfahigen Oberflache nach den 
Anspruchen 11 bis 20, wobei eine oder mehrere Arten von Nukleinsaure- 
Oligomeren auf eine leitfahige Oberflache gebunden werden und ausschliefilich 
die an die leitfahige Oberflache gebundenen Nukleinsaure-Oligomere durch 
Anbindung einer redoxaktiven Substanz an die Nukleinsaure-Oligomere 
modifiziert werden. 

23. Verfahren zur Herstellung einer modifizierten leitfahigen Oberflache nach 
Anspruch 22, wobei die Anbindung der redoxaktiven Substanz an das 
Nukleinsaure-Oligomer durch Reaktion der redoxaktiven Substanz mit einer 
Phosphorsaure-Einheit, einer Zucker-Einheit oder einer der Basen des 
Nukleinsaure-Oligomers erfolgt, insbesondere durch Reaktion mit einer 
enstandigen Einheit des Nukleinsaure-Oligomers. 

24. Verfahren zur Herstellung einer modifizierten leitfahigen Oberflache nach 
Anspruch 22, wobei die redoxaktive Substanz kovalent an einen verzweigten 
oder unverzweigten MolekQIteil beliebiger Zusammensetzung und Kettenlange 
angebunden wird und der verzweigte oder unverzweigte MolekQIteil alternativ 
an eine der Phosphorsaure-, Carbonsaure- oder Amin-Einheiten, an eine der 
Zucker-Einheiten oder an eine der Basen des Nukleinsaure-Oligomers 
angebunden wird, insbesondere an eine enstandige Einheit des Nukleinsaure- 
Oligomers. 

25. Verfahren zur Herstellung einer modifizierten leitfahigen Oberflache nach den 
Anspruchen 21 bis 24, wobei das Nukleinsaure-Oligomer oder das modifizierte 
Nukleinsaure-Oligomer mit dem dazu komplementaren Nukleinsaure- 
OHgomerstrang hybridisiert wird und in Form des Doppelstrang hybrids auf die 
leitfahige Oberflache aufgebracht wird. 
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26. Verfahren zur Herstellung einer modifizierten leitfahigen Oberflache nach den 
Anspruchen 21 bis 25, wobei das Nukleinsaure-Oligomer oder das modifizierte 
Nukleinsaure-Oligomer in Gegenwart von weiteren chemischen Verbindungen, 
die ebenfalls an die leitfahige Oberflache angebunden werden, auf die 
leitfahige Oberflache aufgebracht wird. 

27. Verfahren zur elektrochemischen Detektion von Nukleinsaure-Oligomer- 
Hybridisierungsereignissen, dadurch gekennzeichnet, dafi eine leitfahige 
Oberflache, wie in den Anspruchen 11 bis 20 definiert, mit Nukleinsaure- 
Oligomeren in Kontakt gebracht wird mit Nukleinsaure-Oligomeren in Kontakt 
gebracht werden und anschlieftend eine Detektion der elektrischen 
Kommunikation zwischen der redoxaktiven Einheit und der jeweiligen 
leitfahigen Oberflache erfolgt 



28. Verfahren nach Anspruch 27, wobei die Detektion cyclovoltametrisch, 
amperometrisch oder durch Leitfahigkeitsmessung erfolgt. 
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siehe Zusatzblatt WEITERE ANGABEN PCT/ISA/210 
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